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Für die Human-Plasmacholinesterase und die Pferde-Serumcholinesterase werden Circulardichroismus-Spektren in dlem Wellenlängen-
bereich von 250—200 nm aufgenommen. Die Absorptionsmaxima liegen für die Humanplasma-Cholinesterase bei 215 nm und für die
Pferdeserum-Cholinesterase bei 212 nm. Nach Perfusion der Enzymlösung mit CO2 nimmt die Intensität der Circulardichroismus-Banden
in unterschiedlichem Maße ab. Für die Bluteiweiße Albumin und y-Globülin wird ebenfalls die circulardichroitische Absorption vor und
nach CO2-Perfusion gemessen. Die Intensitätsabnahme erweist sich als stark pH-abhängig.
The influence of the CO^-partial pressure on the circular dichroic absorption of plasma cholinesterase, albumin and globulin
The circular dichroic absorption spectra of human plasma cholinesterase and horse serum cholinesterase were recorded in the range 250
to 200 nm. The absorption maxima lie at 215 nm for human plasma cholinesterase and at 212 nm for horse serum· cholinesterase. After
perfusion of the enzyme solutions with CO2, the intensities of the circular dichroic bands decreased to different extents. The dichroic ab-
sorption of the blood proteins, albumin and y-globulin, was also measured before and after perfusion with CO2. In both cases, the spectrum
was decreased after perfusion with CO .^ This decrease in intensity was markedly pH-dependent.
Cholinesterase aus menschlichem Blutplasma (EC
3.1.1.9) wird durch CO2 in ihrer hydrolytischen Ak-
tivität gehemmt (l, 2). Als Ursache dieser Hemmung
wird eine Carbamatbildung zwischen CO2 und den
N-terminalen Aminogruppen des Enzyms angenommen.
Die seit längerem bekannte Hemmung der Cholin-
esterase durch Carbamate (3) unterstützt diese An-
nahme. Die von GRIZZUTTI und PERLMANN (4) be-
obachteten Veränderungen des Circulardichroismus-
Spektrums (CD-Spektrum) von Pepsinogen nach Carb-
amylierung des Enzyms mit Kaliumcyanat geben
Hinweis darauf, daß durch die Carbamatbildung
Konformationsänderungen ausgelöst werden. Um zu
prüfen, ob die beobachtete Aktivitätsminderung nach
CO2-Behandlung tatsächlich auf einer durch Carbamat-
bildung ausgelösten Konformationsänderung beruht,
untersuchten wir das CD-Spektrum dieses Fermentes
vor und nach CO2-Behandlung. Vergleichend dazu
führten wir Messungen an Pferde-Serum-Cholinesterase,
Albumin und y-Globulin durch.
Da die Carbamatbildung sich entsprechend dem loni-
sationsverhalten der Aminogruppe pH-abhängig ver-
ändern sollte (5, 6), prüften wir das CD-Verhalten von
Albumin vor und nach CO2-Perfusion im Bereich von
pH 8,4-pH 6,0.
Methodik
En^ym-Präparate
Als Cholinesterase-Piäparationen dienten uns:
1. Das von uns aus menschlichem Blutplasma durch Gelfiltration
an Sephadex G 200 (2, 7) angereicherte Ferment. Die Elution
erfolgte bei + 4° mit Phosphatpuffer 1/15 Mol/l, pH 7,4. Die
Fraktionen, die den Isoenzymen X, C4, Q, C2 und Q entsprechen,
wurden vereinigt.
Es sei darauf hingewiesen, daß diese ohne Rechromatographie
durchgeführte Präparation sowie die Lage des Enzympeaks im
Elutionsdiagramm eine Verunreinigung des vorliegenden En-
zympräparates mit Globulin nicht ausschließen.
2. Ein im Handel befindliches Ferment aus Pferdeserum (Type IV,
Sigma, St. Louis USA).
Zum Vergleich aufgenommene CD-Spektren wurden mit Human-
albumin (Behringwerke, Marburg/Lahn) und mit Rivanoliso-
liertem Human-y-Globulin1) gewonnen.
CO^Behandlung und Messung des CO2-Partialdritcks (pCO2)
Das jeweils Zu untersuchende Eiweiß wurde in Phosphatpuffer
1/15 Mol/l, pH 7,4 gelöst. Bei den Messungen zur pH-Abhängig-
keit wurde der pH-Wert variiert. Etwa 8—10 ml dieser Lösungen
bzw. des Eluats der Gelfiltration wurden bei 25° unter pH-stat-
Bedingungen mit CO2-Luftgemischen steigenden CO2-Gehalts
(entsprechend pCO2-Werten zwischen 50 und 140mm Hg)
durchströmt. Infolge der sehr viel schnelleren Carbamät- als
Bicarbonatbildung (5) lagen die Perfusionszeiten zwischen 2 und
4 Min.
Die kontinuierliche Titration erfolgte mit der Titratorkombination
pH-Meter 27 — Titfator 11 — Autobürette ABU Ib (Radiometer,
Kopenhagen). (Titrant: l Mol/l. NaÖH; pH-Endwert = 7,4.)
Für die Messung der pH-Abhängigkeit wurden die pH-Werte
8,4; 7,8; 7,2; 6,6 und 6,0 gewählt. Sofort nach der Perfusion
wurde der pCO2 mit der pCO2-Elektrode (Typ E 5036) und dem
pH-Meter 27 mit Gasmonitor gemessen (1). Die Pipetten, die zur
Entnahme der perfundierten Lösung für die CD-Messung dienten,
wurden sofort mit „sealing wax" der Firma Radiometer ver-
schlossen.
x) Für die Überlassung des y-Globulin danken wir Herrn Dr.
habil. B. TEICHMANN und Herrn Dipl.-Chem. VOGT, DAW
Berlin-Buch.
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CD-Messung
Die CD-Messungen begannen etwa 30 Min. nach Beendigung der
Perfusion und endeten etwa 2 Stdn. später. Als Gerät stand der
Dichrograph CD Typ 185 (Jouan, Paris) zur Verfügung. Die
Messungen wurden bei 23 ± 1,5° in Küvetten mit einer Schicht-
dicke von 0,05 cm durchgeführt. Die Spektren wurden in dem
Wellenlängenbereich von 250—200 nm aufgenommen. Das
Gerät war auf Energiekonstanz eingestellt, so daß bei variierender
Spaltbreite im angegebenen Spektralbereich ein Maximalwert von
2 mm nicht überschritten wurde.
Die molare Elliptizität wurde nach der Gleichung
[ ] = 3300 · (ei,—-e») [cnV/mol]
ermittelt, wobei L und £R die molaren dekadischen Extinktions-
koeffizienten des links und rechts circular polarisierten Lichts
sind (8). Die angegebenen molaren Elliptizitätswerte [ ] wurden
auf ein mittleres Restgewicht (MR) bezogen: Molekulargewicht/
Anzahl der Aminosäuren. Für die untersuchten Proteine wurde
ein einheitliches MR von 113 zugrunde gelegt.
Eimißbestimmung
Die Eiweißkonzentration wurde nach der Methode von WADDEL
(9) am registrierenden Spektralphotometer SP 800 (Unicam,
Cambridge) bestimmt.
Für die Beziehung zwischen der molaren Elliptizität des durch
CO2-Behandlung modifizierten Eiweißes und dem dabei ange-
wandten Partialdruck an CO2 (pCOg) wurde ein hyperbolischer
Reaktionsverlauf nach der Formel F = 100 — (100 — S) —-—
k - f x
berechnet, wobei = pCO2, F = [ ], S = Sättigung und k =
Reaktionsgeschwindigkeit sind. Grundsätzlich wird hierbei der
[0]-Wert der Eiweißlösung vor CO2-Perfusion 100% gleich-
gesetzt. Die nach CO2-Behandlung gemessenen [0]-Werte wurden
darauf bezogen. Die Sättigung S gibt Auskunft darüber, auf
wieviel Prozent die Elliptizität nach CO2-Behandlung maximal
zurückgehen kann; eine weitere Erhöhung des pCO2 in der
Untersuchungslösung führt dann nicht mehr zu einer weiteren
Senkung des S-Wertes.
Ergebnisse
Human-Plasmacholinesterase
Die enzymatische Aktivität der Präparation gegenüber
Benzoylcholin lag im Mittel bei v = 1000/Min./mg
Eiweiß.
Das CD-Spektrum zeigt im Spektralbereich von 250 bis
200 nm eine breite negative Bande mit einem Maximum
bei 215 nm. Einige Spektren weisen eine Schulter bei
207 nm auf. Infolge hoher Absorption der untersuchten
Lösungen ist in diesem Wellenlängenbereich der
Rauschpegel bereits ziemlich hoch und läßt daher eine
exakte Auswertung dieser Schulter nicht zu. Mittelt
man die molaren Elliptizitätswerte für 215 nm, so er-
hält man [0]215 = - 10570 ± 727 (N = 7). In Gegen-
wart von CO2 nimmt die Intensität der Bande ab
(Abb. 1).
Die Beziehung zwischen dem pCO2 und der Abnahme
der Elliptizität ist in Abbildung 2c dargestellt. Der
errechnete S-Wert beträgt 82 (s == 6,3); k liegt bei
19,9. Bei dem unter physiologischen Verhältnissen
vorliegendem pCO2 von 40 mmHg und pH = 7,4 ist
S = 89 zu ermitteln.
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2) Wir danken Herrn Dr. REICH und Herrn Dr. SCHMIDT vom
Rechenzentrum der DAW für helfende Beratung, Aufstellung
eines Rechenprogramms und Berechnung.
Abb. l
CD-Spektrum von Plasmacholinesterase vom Menschen (Präparation
siehe Text), vor ( ) und nach Perfusion mit CO2pCO2 « 76 mm Hg (- - -) pCO3 = 140 mm Hg (· · ·)
Durch die gewählte Versuchsanordnung (pH-Stat-
Bedingungen) erhöht sich mit zunehmendem CO2-
Partialdruck die lonenstärke. Um diese als Ursache für
die Elliptizitätsänderung auszuschließen, wurde in
einem Kontrollversuch die Enzymlösung nicht mit
CO2 perfundiert, sondern NaHCO3 unter Einhaltung
eines pH-Wertes von 7,4 bis zu einer Endkonzentration
von 0,1 Mol/l zugesetzt. Die Bandenintensität änderte
sich bis zu dieser NaHCO3-Konzentration nicht.
Auf eine mögliche Verunreinigung unseres Enzym-
präparates durch Globulin wurde bereits hingewiesen.
Deshalb überprüften wir, ob ein höher aufgereinigtes
Präparat dieselbe Abnahme seiner CD-Intensität er-
fährt. Wir wählten hierfür
Pferde-Serumcholinesterase
Die hydrolytische Aktivität gegenüber dem Substrat
Benzoylcholin wurde mit v = 2500/Min./mg Eiweiß
ermittelt. Im Unterschied zur Cholinesterase aus
menschlichem Plasma ist das CD-Maximum der Serum-
Cholinesterase vom Pferd durch eine etwas schärfere
negative Bande gekennzeichnet, deren Maximum bei
212 nm liegt (Abb. 3). Der Mittelwert der molaren
Elliptizität [<9]212 beträgt -9560 ± 170 (N = 5). Die
Intensität der Bande verringert sich nach Perfusion mit
CO2. Die Abnahme der Elliptizität in Abhängigkeit
vom pCO2 ist aus Abbildung 2d erkennbar. S beträgt
90 (s = 4,12) und k = 20,5. Der unter physiologischen
Bedingungen geltende S-Wert beläuft sich auf 93.
Um den Einfluß des Globulins, das in unserer Enzym-
präparation enthalten ist, abschätzen zu können, unter-
suchten wir y-Globulin auf sein CD-Verhalten vor und
nach CO2-Perfusion.
Human-y- Globulin
In Übereinstimmung mit der Angabe von SARKAR und
DOTY (11) zeigt das CD-Spektrum von Human-y-
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Abb. 2
Beziehungen zwischen molarer Elliptizität und pCOa bei den Ei-
weißen Human-Albumin und y-Glpbulin, Human-Plasmacholin-
esterase und Pferde-Serumcholinesteräse bei pH = 7,4
Definition für S und k siehe „Berechnung"
• = gemessene Werte
= berechnete Werte (ausgezogene Kurve)
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Abb. 3
CD-Banden von Pferde-Serumcholinesterase (Type IV) Fa. Sigma.
vor (  ) und nach CO2-PerfusionpCO2 = 60 mm Hg (- - -) pCO2 = 1 15 mm Hg (· · -)
Globulin eine negative Bande bei 215 nm und ein
mittleres [0]215 von —5710 ± 451 (N = 6). Die In-
tensität der Bande vermindert sich wiederum mit
steigendem pCO2. Aus Abbildung 2b ist die Abhängig-
keit vom pCO2 ersichtlich. Das Carbamatbildungs-
vermögen des y-Globulins ist relativ hoch, wie S === 71
(s = 8,35) anzeigt; k liegt bei 20,5, Bei pCO2 = 40 mm
und pH = 7,4 ist eine Senkung des [ ] auf 82% ge-
geben.
Ebenso wie bei den Untersuchungen an der Plasma-
cholinesterase wurde auch hier die lonenstärke unter
Einhaltung des pH-Wertes durch Zusatz von NaHCO3
(Endkonz. 0,06 Mol/l) erhöht; die Elliptizität zeigt
keine Veränderungen gegenüber der nicht perfun-
dierten Globulin-Lösung.
Das Phänomen der Intensitätsabnahme der CD-Banden
nach ^COg-Behandlung des Eiweißes scheint verallge-
meinerungsfähig zu sein. Zur Erhärtung dieser Annahme
bezogen wir auch Albumin in diese Messung ein.
Human-Albumin
Das CD-Spektrum des Human-Albumins weist einen
für helicale Proteine (z. B. Hämoglobin, Myoglobin)
charakteristischen Verlauf auf. Die Maxima liegen bei
207 nm ([ ] = -24120 ± 1363) und 220 nrn ([0] =
—23000 ± 447) (N = 6) und stimmen mit den An-
gaben von VELLUZ und LEGRAND (12) gut überein.
Nach Behandlung der Lösung mit CO2 nimmt die
Intensität beider Banden gleich ab. Die Beziehungen
zwischen pCO2 und [ ] sind für beide CDrBanden auf
Abbildung 2a dargestellt. Die S-Werte werden für
beide Banden mit 80 (s = 11,6 bzw. 11,2) errechnet.
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Abb. 4
Beziehung zwischen Intensit t der CD-Banden des Albumins und dem pCOa in Abh ngigkeit vom pH-Wert
Definition f r S und k siehe „Berechnung"; s = Streuung, · = gemessene Werte, χ = berechnete Werte (ausgezogene Kurve)
Elliptizit tsmaximum
pH-
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6,0
6,6
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S
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52,9
λ = 220 nm
s
3,38
3,94
4,43
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7,48-
k
20,0
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16,8
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S
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86,3
70,2
52,1
λ = 207 nm
s
3,51
4,32
5,35
2,96
7,05
k
21,1
20,2
19,7
17,5
15,1
Die k-Werte differieren etwas und liegen f r das Maxi-
mum bei λ = 220 nm bei k = 27,7 und f r das Maxi-
mum bei λ = 207 nm bei k = 23^6. F r physiologische
Verh ltnisse ergibt sich S = 88 f r beide Maxima.
Ein Vergleich der hier untersuchten Eiwei e f hrt 2u
folgendem Ergebnis: Die Eigenschaft der Intensit ts-
abnahme der CD-Banden unter CO2-Behandlung bei
pH = 7,4 nimmt in der Reihe: Pferde-Serumcholin-
esterase < Human-Plasmacholinesterase < Albumin <
y-Globulin zu, wenn man als Kriterien S und k w hlt.
τρΆ-Abh nggkeit der Intensit tsabnahme nach CO2-Per-
fusion, gemessen an Human-Albumin
Es wurde der pH-Bereich von 8,4 bis 6,0 in Intervallen
von jeweils 0,6 pH-Einheiten untersucht. In Abbildung
4 sind die Beziehungen zwischen Elliptizit t und pCO2
bei den gew hlten pH-Werten dargestellt. Die er-
rechneten Werte f r S und k sind in der Legende zu Ab-
bildung 4 zusammengestellt. Die beiden Absorptions-
banden des Albumins verhalten sich etwa gleich. Ab-
bildung 5 demonstriert die Abnahme der S-Werte mit
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Abb. 5
Beziehung zwischen S und pH-Wert, gemessen an den CD-Banden des
Albumins
Definition für S siehe „Berechnung"
= CD-Bande bei 220 nm O - CD-Bande bei 207 nm
steigendem pH-Wert. Sowohl die Tabelle als auch die
Abbildung demonstrieren, daß die durch CO2-Be-
handlung hervorgerufene Konformationsänderung im
alkalischen Gebiet bedeutend ausgeprägter ist als im
sauren.
Diskussion
Die hier beschriebenen Versuche an der Plasmacholin-
esterase ergaben nach Behandlung des Enzyms mit
CO2 eine Abnahme der Intensität der CD-Banden.
Ebenso verhielten sich die zum Vergleich gemessenen
Bluteiweiße Albumin und Globulin. Mit steigendem
pCO2 nimmt der Circulardichroismus ab. MELDRUM
und ROUGHTON (13) haben an Blut festgestellt, daß die
Carbamatbildung — von den Autoren als Nicht-
Bicarbonat-CO2 bezeichnet — mit steigendem pCO2
zunimmt. Die Abnahme der Banden erwies sich als
stark pH-abhängig, was ebenfalls für eine Bestätigung
der diskutierten Carbamatbildung spricht. Das Maß der
Abnahme scheint für jedes Eiweiß spezifisch zu sein. Die
von uns gemessene Reihenfolge könnte ihren Grund
in dem unterschiedlichen Vorhandensein terminaler
NH2-Gruppen finden. Gamma-Globulin verfügt pro
Mol über 2—3 Mole N-terminale Asparaginsäure und
Glutaminsäure sowie über 0,15 Mol Serin und 0,1 Mol
Threonin (14). Für Serumalbumin wird nur eine ter-
minale a-NH2-Gruppe angegeben (15). Die Serum-
cholinesterasen von Mensch und Pferd sind in ihrem
Aufbau ähnlich (16). Über N-terminale Aminosäuren
der intensiver untersuchten Acetjdcholinesterase werden
noch keine genauen Aligaben gemacht (17). Zwischen
Pferde-Serumcholinesterase und Human-Plasmacholin-
esterase besteht nach CO2-Perfusion ein Unterschied in
der circulardichroitischen Absorption. Wir glauben,
daß er wohl auf die Globuünverunreinigung der Prä-
paration der Human-Cholinesterase zurückgeführt wer-
den kann. Die enzymatische Aktivität dieser Präparation
bezogen auf l mg Eiweiß beträgt etwa 40% dervonPferde-
Cholinesterase. Die Substratspezifität des menschlichen
bzw. tierischen Enzyms für Benzoylcholin wird mit
einem Verhältnis von 7:10 angegeben (18). Die Ver-
änderung der CD-Spektren der Cholinesterase nach
CÖ2-Perfusion zusammen mit der pH-Abhängigkeit
weisen darauf hin, daß die bereits früher diskutierte
Carbamatbildung mit einer aktivitätsmindernden Kon-
formationsänderung einhergeht.
Für den klinisch tätigen Anästhesisten wäre daraus
abzuleiten, daß bei einem erhöhten Partialdruck an
CO2 bzw. einem erhöhten pH-Wert im Blut die Plasma-
cholinesterase gehemmt ist und somit der Abbau des
Muskelrelaxans Succinylcholin verzögert ist. LÜDER (19)
gibt unter Bedingungen der Apnoe-Bronchoskopie für
das Blut pCO2-Werte von 67 mm Hg und korrespon-
dierende pH-Werte von 7,3 an. Unter Narkose, bei der
der Patient hyperventiliert wird, fällt der pCO2 im Blut
zwar auf Werte zwischen 20 und 30 mm Hg ab, da-
gegen steigt der pH-Wert auf 7,5—7,6 an (19). Beide
Zustände führen nach unseren Ergebnissen zu einer
Begünstigung der Carbamatbildung, aus der ein ver-
zögerter-Abbau des Succinylcholin resultiert.
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